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RESUMO

AVALIACAO DO EXTRATO DA CASCA DO FRUTO DO PEQUIZEIRO (Caryocar
brasiliense CAMB.) COMO COMPONENTE ATIVO PRINCIPAL NA
FORMULAGCAO DE FOTOPROTETORES

No Brasil, o cancer de pele ndo melanoma é o mais frequente e corresponde a cerca de
30% de todos os tumores malignos registrados no pais. Varios fatores sdo relacionados ao
desenvolvimento de doencas de pele como habitos e costumes, qualidade de vida, fatores
genéticos e exposicdo a radiacdo solar. O uso de protetores solares é a principal alternativa para
reducdo dos efeitos da radiacdo sobre a pele e na prevencdo de doencas associadas. Muitos estudos
tém sido realizados com o intuito de desenvolver protetores solares que contenham produtos
naturais na formulacdo. Neste estudo, com o objetivo de avaliar a possibilidade de utilizacdo do
extrato da casca do fruto pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) na composi¢édo de formulagdes
fotoprotetoras, foram realizados ensaios avaliando a capacidade fotoprotetora e antioxidante do
extrato e de formulagBes onde o extrato foi utilizado como ingrediente ativo principal. Também
foram realizados testes preliminares de estabilidade das formulacdes que garantam a seguranca e
qualidade das mesmas. A capacidade fotoprotetora foi avaliada in vitro pelo fator de protecdo
solar e a atividade antioxidante foi avaliada pela capacidade de reducdo do radical difenil picril
hidrazina (DPPH). A estabilidade preliminar das formulagGes foi avaliada pelo teste de resisténcia
a centrifugacdo, pelo teste de estresse térmico e pelo teste de estabilidade em altas e baixas
temperaturas. O extrato etandlico apresentou capacidade fotoprotetora e atividade antioxidante
proporcional a concentracdo do extrato. Formulagcdes contendo o extrato em menores
concentragfes (FPS 15) apresentaram-se mais eficazes e estaveis. Conclui-se que o extrato
etanolico da casca do fruto do pequizeiro apresenta caracteristicas de fotoprotecdo e atividade
antioxidante e que o uso desse extrato como ingrediente ativo em formulagdes confere eficacia na
fotoprotecdo, no entanto, mais estudos precisam ser realizados com o extrato visando melhorarias
nas caracteristicas desejadas para uma formulacéo fotoprotetora.

Palavras-chave: cancer de pele, produtos naturais, fotoprotecéo, radiacao, antioxidantes.
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ABSTRACT

EVALUATION OF PEQUIZEIRO (Caryocar brasiliense CAMB.) FRUIT PEEL
EXTRACT AS A MAIN ACTIVE COMPONENT IN THE FORMULATION OF
PHOTOPROTECTORS

In Brazil, non-melanoma skin cancer is the most frequent and corresponds to about 30% of all
malignant tumors registered in the country. Several factors are related to the development of
skin diseases such as habits and customs, quality of life, genetic factors and exposure to solar
radiation. The use of sunscreens is the main alternative for reducing the effects of radiation on
the skin and preventing associated diseases. Many studies have been carried out with the aim
of developing sunscreens that contain natural products in the disposal. In this study, in order
to evaluate the possibility of using the peel extract of the pequi fruit (Caryocar brasiliense
Camb.) in the composition of photoprotective formulations, tests were carried out to evaluate
the photoprotective and antioxidant capacity of the extract and formulations where the extract
was used as active main ingredient. Preliminary stability tests of the formulations were also
carried out to guarantee their safety and quality. The photoprotective capacity was evaluated
in vitro by the sun protection factor and the antioxidant activity was evaluated by the
reduction capacity of the diphenyl picryl hydrazine radical. Preliminary stability of the
formulations was evaluated by the centrifugation resistance test, the thermal stress test and the
stability test at high and low temperatures. The ethanol extract has photoprotective capacity
and antioxidant activity proportional to the concentration of the extract. Formulations
containing the extract in smaller minors (FPS 15) dissipate more effectively and stable. It is
concluded that the ethanol extract of the pequi fruit peel has photoprotection characteristics
and antioxidant activity and that the use of this extract as an active ingredient in formulations
confers efficacy on photoprotection, however, characteristics desired for a photoprotective
source.

Key words: skin cancer, natural products, photoprotection, radiation, antioxidants.
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1. INTRODUCAO
O céncer de pele € uma patologia com alta incidéncia em nivel mundial e a cada trés

novos casos de cancer, um é localizado na pele (OMS, 2018). No Brasil, o cancer de pele ndo
melanoma é o mais frequente e corresponde a cerca de 30% de todos os tumores malignos
registrados no pais (Inca, 2018). Varios fatores sdo relacionados ao desenvolvimento de
doencas da pele como hébitos e costumes, qualidade de vida, fatores genéticos e exposicéo a
radiacdo solar (OMS, 2018). A radiacdo solar, embora oferega beneficios importantes para a
salde humana, configura-se como principal agente na etiologia da carcinogénese de pele,
sendo as radiacBes de comprimentos de onda situados na faixa ultravioleta (UV), tanto na
faixa B (UVB: 290-320 nm), como na faixa A (UVA: 320-400 nm) as mais agressivas (de
Gruijl et al., 2002; Yaar et al., 2007).

A pele por ser considerada a estrutura que estabelece a interface entre o corpo e o
meio ambiente esta constantemente exposta as radiacdes e, portanto, sujeita a seus efeitos
danosos. Ademais, ao considerar os efeitos da radiacdo solar sobre a pele, muitos outros
fatores devem ser observados, tais como, a intensidade da radiacéo e caracteristicas cutaneas
do individuo (Heck et al., 2004). Com a descoberta do espectro ultravioleta e dos efeitos da
luz solar sobre a pele, inimeras substancias vém sendo pesquisadas quanto a capacidade de
absorcéo das radiacBGes anteriormente citadas, a fim de se minimizar os efeitos sobre a pele
(Urbach, 2001). A primeira substancia a ser utilizada com a finalidade de minimizacéo dos
efeitos das radiacdes foi o sulfato de quinina acidificado que posteriormente, foi incorporado
em logcbes e pomadas e constitui 0 que se considera como 0 primeiro produto protetor solar
quimico da historia (Urbach, 2001).

Protetores solares sdo produtos que possuem na composi¢do substancias chamadas
filtros solares, os quais podem ser divididos em orgénicos e inorganicos (Urbach, 2001). Os
filtros orgénicos, tradicionalmente chamados de filtros quimicos, podem ser sintéticos ou
naturais, e possuem em comum a propriedade de absorver e diminuir a agéo da radiagéo UV
sobre o organismo humano. Os filtros inorganicos, também conhecidos como filtros fisicos,
sdo geralmente Oxidos metalicos que oferecem protecdo pela reflexdo da radiacdo incidente
(Flor et al., 2007). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), define
os filtros solares permitidos para uso em formulacgdes fotoprotetoras (Resolugdo RDC n. 47,

de 16 de marco de 2006). Também lista a concentracdo maxima permitida para cada
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substancia (Ministério da Saude, 2006). Essas normas visam garantir o uso seguro dos
protetores solares comercializados em territorio nacional pela populacdo (Lopes, 2008).

Atualmente, estudos tém sido realizados com o intuito de desenvolver protetores
solares que contenham produtos naturais na formulacdo. S&o investigadas, principalmente
plantas como fonte de cromoforos com capacidade de interferir na absorcdo da radiacéo
(Katiyar, 2003), bem como de substancias antioxidantes capazes de agir protegendo o
organismo, evitando e/ou reduzindo maiores danos da radiacdao (Polonini et al., 2011; Vila et
al., 2008).

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb. — Caryocaraceae) também conhecido
como piqui, piquid-bravo, améndoa-de-espinho, grdo-de-cavalo, pequia, pequid-pedra,
pequerim e suari (Silva et al., 2001) é uma planta de ampla distribui¢do no Cerrado brasileiro,
ocorrendo nos Estados da Bahia, Ceara, Distrito Federal, Goias, Maranh&o, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pard, Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Tocantins
(Almeida et al., 1998). A polpa do fruto € muito usada na culinaria e na industria agricola para
extracdo de Gleos e producdo de licores (Chéves, 1997), sendo estas as principais formas de
exploracdo da planta. Na medicina popular, existem relatos de seu uso no tratamento de
problemas respiratorios, como afrodisiaco, energético e supressor de avitaminoses (Araujo et
al., 1995). O oleo da polpa tem efeito tonificante, além de atuar contra bronquites, gripes,
resfriados e no controle de tumores e suas folhas sdo consideradas adstringentes e
estimulantes da producdo da bilis (Branddo et al., 2002). Pela importancia que o pequizeiro
tem dentro do ecossistema do Cerrado e para a flora do Brasil como um todo, estudos tém
sido desenvolvidos no sentido de se explorar racionalmente a espécie e ampliar suas
potencialidades de uso (Brandéo et al., 2002).

A procura por antioxidantes naturais de extratos das plantas é incentivada devido a
sua baixa toxicidade em relacdo aos antioxidantes sintéticos (Wolf et al., 2003). Rocha e cols
(2015), obtiveram fragbes semi-puras da casca (mesocarpo) do fruto do pequizeiro e relatam
alto potencial antioxidante e acdo fotoprotetora destas fragdes. De acordo com o0s autores,
considerando que 0 mesocarpo representa a maior parte na composicdo do fruto do pequi
(aproximadamente 85%) e considerando que esta parte é geralmente desprezada, uma
importante fonte de substancias naturais com diferentes acdes biologicas, estd sendo
desconsiderada. Explorar a casca do fruto do pequizeiro é, portanto, uma possibilidade de

valorizacdo da planta, bem como de agregar valor econémico e cientifico a espécie.
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Neste estudo, com o objetivo de avaliar a possibilidade de utilizacdo do extrato da
casca do fruto pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) na composi¢do de formulacoes
fotoprotetoras, foram realizados ensaios avaliando a capacidade fotoprotetora e antioxidante
do extrato e de formulacGes onde o extrato foi utilizado como ingrediente ativo principal.
Também foram realizados testes preliminares de estabilidade das formulacGes que garantam a

seguranca e qualidade das mesmas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Avaliacao in vitro do potencial fotoprotetor do extrato da casca do fruto do

pequizeiro

2.1.1 Obtencéo e preparo do material de estudos

Frutos de pequizeiro foram adquiridos no mercado local da cidade de Montes Claros-
MG, dos quais foram selecionados aqueles com a casca aparentemente saudavel. Em
laboratdrio, os frutos foram cortados e as cascas separadas e colocadas para secar em estufa
com circulacdo forcada de ar, a temperatura de 45°C. Apds secagem, as cascas foram
trituradas em moinho até obtencédo de pd fino que posteriormente foi utilizado para preparo do

extrato.

2.1.2 Preparo do extrato

A extragdo foi realizada no aparelho Soxhlet utilizando etanol como solvente de
extracdo. No aparelho, 50 g do material vegetal pulverizado (p6é da casca) foi envolvido em
papel de filtro e acondicionado no dedal na camara central do Soxhlet e o etanol foi
adicionado para uma proporc¢do de 5 mL/g de material vegetal. Apds 20 ciclos de extracdo, o
extrato foi coletado e colocado em estufa de ar circulante a 45°C para evaporagdo do solvente.

Este procedimento de extracédo foi realizado em triplicata.
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2.1.3 Determinacdo do rendimento do extrato
O rendimento do extrato foi obtido dividindo-se a massa do extrato seco obtido apos
evaporacdo do solvente de extracdo pela massa de material pulverizado utilizada para

extragéo (50g), sendo o resultado expresso em porcentagem.

2.1.4 Avaliacao da atividade antioxidante do extrato

A atividade antioxidante do extrato foi avaliada pelo ensaio de reducdo do DPPH,
desenvolvido por Blois (1958) e adaptado por Brand-Willian e cols (1995). No procedimento,
o extrato seco foi dissolvido em diferentes concentragdes (0,4 a 25 pg/mL) e uma aliquota de
50 uL foi adicionada em um tubo contendo 3 mL de solu¢do de DPPH na concentragdo de 40
pug/mL diluido em etanol. Apds 30 minutos de reacdo sob abrigo de luz, as solucdes foram
tomadas para leitura das absorbancias a 517 nm. Este procedimento também foi realizado para
solugdes de 4acido galico com concentragdes na faixa de 0,11 a 12,4 pg/mL. Todas as
determinacOes foram realizadas em triplicata e acompanhadas de um controle (solucdo de
DPPH sem antioxidante). Como branco utilizou-se o etanol.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi determinada pela equacao:
%AA=((Abs. Controle — Abs. Amostra)/Abs. Controle)) x 100 — onde: Abs. Controle =
absorbéancia do controle (solugcdo de DPPH sem antioxidante) e Abs. Amostra = absorbancia
da amostra (extrato) a ser testada (Melo et al., 2006).

A eficiéncia antioxidante foi obtida através da determinacdo do ICso, sendo essa a
guantidade do antioxidante necessaria para reduzir 50% do DPPH presente nas solucdes. O
ICso foi calculado com base em equagOes obtidas por regressdo linear a partir dos dados da
atividade antioxidante em funcdo da concentragdo das solucGes do extrato e do acido galico

utilizadas.

2.1.5 Avaliacéo da capacidade fotoprotetora do extrato

A capacidade fotoprotetora do extrato foi avaliada através do fator de protegéo solar
(FPS) determinado de acordo com Mansur et al., 1986. Neste procedimento, o extrato foi
diluido em etanol em diferentes concentragdes (0,5 a 0,0625 mg/mL), solucdes estas que
foram utilizadas para leituras espectrofotométricas na faixa de 290 a 320 nm. DiluicGes de
dioxido de titdnio com concentragdes na faixa de 0,25 a 0,0625 mg/mL também foram

utilizadas nas leituras de absorbancia para obtencdo de um pardmetro comparativo dos valores
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de FPS. O didéxido de titanio € um agente fotoprotetor comumente utilizado em protetores
comerciais. As absorbancias obtidas foram utilizadas para obtengdo do FPS
espectrofotométrico com utilizagéo a equacao abaixo:

120
FPS espectrofotométrico = F C.Z EE(ML).I(A).Abs(A)

290

Onde, FC = fator de correcdo (10), determinado de acordo com os dois filtros solares de FPS
conhecidos e testados em seres humanos de tal forma que um creme contendo 8% de
homossalato originasse um FPS = 4 (Mansur et al., 1986); EE(L) = efeito eritemogénico da
radiacdo; I(A) = intensidade da radiagdo solar em cada comprimento de onda; abs (A) = leitura
espectrofotométrica da absorbancia da solucao contendo cada fracdo (filtro solar). Os valores
de EE (A) e I(A) utilizados para o céalculo do FPS serdo conforme literatura Sayre e cols
(1979), de acordo com a Tabela 1:

Tabela 1 — Valores do efeito eritematogénico e intensidade de radiagdo (EE x 1) para os comprimentos de onda
de 290 a 320 nm, normalizados para determinacdo do FPS por espectrofotometria (Sayre et al., 1979).

Comprimento de onda (nm) EE x I (hormalizado), valores relativos

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Total 1

2.2 Avaliacao da eficacia e estabilidade de formulagdes fotoprotetoras contendo o

extrato da casca do pequi

2.2.1 Preparo das formulagdes
No preparo das formulacGes fotoprotetoras utilizou-se o creme base second skin

obtido na Farmécia de Manipula¢do Minas Brasil, Montes Claros, MG (vide composi¢do no
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Quadro 1- Anexo I). A esse creme foram adicionadas porcdes do extrato da casca do pequi em
diferentes concentracGes de maneira a obter formulagdes com FPS esperados de 15, 30 e 60.
As quantidades do extrato adicionadas em cada formulacdo foram estimadas a partir da
equacdo da reta determinada a partir da relacdo entre concentracdo do extrato em uma solucao

e FPS determinado in vitro conforme Mansur et al., 1986.

2.2.2 Determinacéo do fator de protecéo solar das formulagoes

Para avaliacdo da eficacia das formulacBes contendo o extrato da casca do fruto do
pequizeiro como ingrediente ativo principal, foi estimado o FPS das mesmas segundo Mansur
et al., 1986. O procedimento foi realizado conforme descrito no item 2.1.4, com pequenas
modificagdes. Em ensaio inicial foi observado que o creme base utilizado nas formulagdes
causa interferéncia nas leituras das absorbancias nos diferentes comprimentos de ondas
utilizados. Assim, para ajustes na metodologia, uma formulacdo comercial preparada no
mesmo creme base e apresentando FPS 30, foi utilizada como referéncia. Apos determinar o
FPS desta formulacgdo, este foi corrigido para 30 através do uso de um fator de corregdo. Este

fator de correcdo foi entdo aplicado na estimativa do FPS estimado das formulacdes.

2.2.3 Avaliacéo da estabilidade das formulagdes fotoprotetoras

A estabilidade preliminar das formulagdes foi avaliada com base no Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2004). Foram realizados o teste de
resisténcia a centrifugacdo, o teste de estresse térmico e o teste de estabilidade em altas e
baixas temperaturas com duracdo de 14 dias. Nestes testes foi considerada apenas a
formulacdo com FPS 15, por ser aquela que apresentou eficacia (FPS) estimada mais proxima
da eficacia esperada. As outras 2 formulagdes tiveram eficacia muito divergente do valor

esperado e, portanto, foram desconsideradas nestes testes.

Teste de resisténcia a centrifugacdo - O teste foi realizado em centrifuga (SPINLAB, SL-

5GR), na qual foram colocados microtubos contendo amostras de 1 mL da formulagéo de FPS
15. Os tubos foram submetidos a centrifugacdo a 3000 rota¢fes por minuto (rpm), durante 30
minutos a temperatura ambiente. ApOs a centrifugacdo, as amostras foram analisadas

visualmente quanto a separacédo de fases e precipitacdo (BRASIL, 2004; BRASIL 2008).
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Teste de estresse térmico - Em microtubos foram colocadas, em triplicata, amostras de 1 mL

da formulagdo de FPS 15, do creme base apenas, da formulacdo comercial de FPS 30 e o
extrato diluido em &gua destilada na mesma concentragdo utilizada para preparo da
formulacdo de FPS 15. As amostras foram submetidas ao estresse térmico em banho maria no
intervalo de temperatura controlada entre 40,0 e 80,0°C, com taxa de progressao de aumento
de temperatura de 10,0 °C a cada 30 minutos. Apds o ensaio as amostras foram analisadas em
relacdo as caracteristicas organolépticas aspecto e cor. Para a avaliagdo das caracteristicas
organolépticas seguiu-se uma escala onde as amostras foram classificadas como normal (N),
levemente modificada (LM), modificada (M) e intensamente modificada (IM), (ANVISA,
2004; MARIOTT] et al., 2011 - vide quadro 2- Anexo I).

Teste de estabilidade a baixa e alta temperatura - Neste teste, foram colocados em

microtubos tipo eppendorf amostras em triplicatas de 1 mL da formulacdo de FPS 15, do
creme base, da formulacdo comercial com FPS 30 e o extrato diluido em agua destilada na
mesma concentragdo utilizada na formulacdo de FPS 15. Os tubos foram submetidos as
seguintes condicOes, durante 14 dias: temperatura de 5,0 + 2,0 °C e temperatura de 45,0 £ 2,0
°C. Nos tempos 0, 1, 7 e 14 dias de testes, as amostras foram avaliadas para as caracteristicas
organolépticas de aspecto e cor. Aos 0 e 14 dias foi avaliado o potencial hidrogenidnico (pH)
das amostras. O pH foi avaliado em soluc¢des aquosas contendo as amostras na concentragao
15 mg/mL diluidas em &gua destilada. Neste procedimento foi utilizado um peagametro
digital de bolso (pH Meter, range 0.00-14.00)

2.2.4 Avaliacdo da atividade antioxidante das formulagdes

A atividade antioxidante foi avaliada pelo ensaio de reducdo do DPPH, desenvolvido
por Blois (1958) e adaptado por Brand-Willian e cols (1995), conforme descri¢cdo no item
2.1.5. Neste procedimento foram utilizadas as amostras da formulagdo com FPS 15, do creme
base e da formulagdo comercial com FPS 30 todas diluidas na concentragdo de 15 mg/mL em
agua destilada. Uma aliquota de 100 puL de cada amostra diluida foi adicionada a 3 mL de
solucéo de DPPH e ap6s 30 minutos de reacéo, sob abrigo de luz, foram realizadas as leituras
das absorbéncias a 517 nm. Todas as determinagfes foram realizadas em triplicata e

acompanhadas de um controle (DPPH sem antioxidante).
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3. RESULTADOS

3.1 Avaliacéo da capacidade fotoprotetora e antioxidante do extrato

Neste estudo, a extracdo em aparelho Soxhlet usando etanol como solvente permitiu
a obtencdo de um extrato bruto que apresentou um rendimento medio de 25,92 %. Na Figura
1, sdo mostrados os valores do fator de protecdo solar (FPS) em funcéo da concentracdo do
extrato. O maior valor obtido de FPS foi de 23,06 na concentracdo de 0,5 mg/mL, seguidos de
FPS 13,05 na concentragdo de 0,25 mg/mL, FPS 6,33 na concentragdo 0,125 mg/mL e FPS
4,08 na concentragdo 0,0625 mg/mL.

Figura 1. Fator de protecdo solar (FPS) em funcdo da concentragdo para solugbes do extrato da casca do
pequizeiro (Caryocar basiliense Camb.) (A) e do didxido de titanio (B).

A B
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Concentragdo mg/mL Concentragio mg/mL

Fonte: Autoria propria

Nas dilui¢des de dioxido de titdnio o maior valor obtido de FPS do foi de 37,39 na
concentracédo de 0,25 mg/mL, seguido de FPS 14,88 na concentracdo de 0,125 mg/mL e FPS
9,63 na concentracdo 0,0625 mg/mL. Pelas equagdes, observa-se que existe proporcionalidade
entre concentracdo das solucdes e FPS. Para o extrato, com base na equacédo da reta obteve-se
a estimativa do FPS em funcdo da concentracdo do extrato (Tabela 2), que posteriormente foi
utilizado como base para preparo das formulagdes fotoprotetoras, bem como para testes

adicionais.
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Tabela 2: Fator de protecdo solar (FPS) estimado em funcéo da concentracdo do extrato da casca do pequizeiro
(Caryocar basiliense Camb.).

Estimativa (FPS) Concentracdo do extrato (mg/mL)
10 0,08
15 0,11
20 0,14
25 0,17
30 0,21
35 0,24
40 0,27
45 0,31
50 0,34
55 0,37
60 0,40

Fonte: Autoria propria

Na figura 2, é apresentada a atividade antioxidante do extrato e do &cido galico em
diferentes concentragdes. Observa-se que os dados se ajustam ao modelo linear com valores
de R? = 0,9902. A atividade antioxidante (AA) do extrato foi de 72,5% na concentracio de
25mg/mL, seguidos AA de 45,7% na concentracdo de 13 mg/mL, AA de 24,9% na
concentracdo 6 mg/mL, 17,74% na concentragdo de 4 mg/mL, 13,14% com concentracao de 2
mg/mL, 7,2% com concentracdo de 1mg/mL.

O é&cido galico utilizado como referéncia de atividade antioxidante apresentou
equacdo com R? = 0,9944 e valores AA de 95,09% na concentracdo de 12,5 mg/mL, de
95,09% na concentracdo de 6,3 mg/mL, de 82,06% na concentracdo de 3,1 mg/mL, de
45,09% na concentracdo de 1,6 mg/mL, de 25,9% na concentracdo de 0,8 mg/mL, de 13,33%
na concentracdo de 0,4 mg/mL, de 5,21% na concentracao de 0,2 e de 4,67% na concentracao
de 0,1mg/mL.

A partir de equacdes de regressdo linear estimou-se a concentracdo inibitéria média
(ICso) para solucBes do extrato e do &cido galico. O valor obtido para o extrato foi de 15,72

png/mL e para o &cido galico de 1,82 pg/mL (Tabela 3).

Tabela 3: Eficiéncia antioxidante do extrato da casca do pequizeiro (Caryocar basiliense Camb.) em
comparacao ao acido galico.

Fonte IC 50 (ng/mL)
Extrato 15,72
Acido gélico 1,82

Fonte: Autoria propria
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Figura 2. Atividade antioxidante do extrato da casca do pequizeiro (Caryocar basiliense Camb.) (A) e do acido
galico (B) em funcéo da concentracéo.
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3.2 Avaliacéo e eficacia de formulacdes fotoprotetoras contendo o extrato

Na figura 3, estdo representados os valores de FPS para formulacGes contendo o
extrato da casca do fruto do pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.). Os valores esperados
foram calculados com base na equacéo de regressao linear aplicada sobre os dados de FPS em
funcdo da concentracdo do extrato (vide Tabela 2). Os valores estimados foram determinados
conforme Mansur et al., 1986. Observa-se que os valores de FPS estimados foram diferentes

dos valores esperados.

Figura 3. Fator de prote¢do solar (FPS) de formulacGes fotoprotetoras contendo o extrato da casca do fruto do
pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) como ingrediente ativo principal. Barras indicam + desvio padréo
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Fonte: Autoria propria
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No teste de resisténcia a centrifugacdo ndo houve separacdo de fases nas amostras
utilizadas (Figura 5 - Apéndices). Todas mantiveram-se homogéneas ap6s 30 minutos de
centrifugacdo a 3000 rpm. Para o teste de estresse térmico (Tabela 4), observa-se que as
formulacGes também mantiveram a homogeneidade, ndo apresentando alteraces no aspecto e
cor apos submissdo de variacdo de temperatura na faixa de 45 a 80 °C (Figura 6,7,8 ¢ 9 -
Apéndices). Também no teste de estabilidade a baixa e alta temperatura o creme base e a
formulacdo comercial de FPS 30, mantiveram suas caracteristicas organolépticas durante o0s
14 dias avaliados (figura 11,12 - Apéndices). Ja a formulacdo de FPS 15 (figura 10 -
Apéndices) contendo o extrato apresentou modificacdo na sua cor, tornando-se mais clara
quando colocada na geladeira a 5 °C, contudo, manteve-se estavel na condicéo de 45 °C. Ja o
extrato diluido em agua (figura 13 - Apéndices) sofreu modificacdes, apresentando-se

modificado quanto ao aspecto e na coloracdo a partir de 1 dia de teste.

Tabela 4: Aspeto e cor das formulagdes durante os testes de estresse térmico e de estabilidade a baixa e alta

temperatura.
Formulag&o Creme Base Formulacao Extrato
(FPS 15) comercial (FPS 30)

Tratamentos Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)

0 1 7 14 0 1 7 14 o 1 7 14 0 1 7 14
Geladeira (5 °C) NN MM N N N N N N N N N M M IM
Estufa (45 °C) N N N N N N N N N N N N N M M IM
Eg)nho-maria (40 N - - - N - - - N - - - N - - -
?g)nho-maria (50 N - - - N - - . N - - - M - - -
(I?g)nho-maria (60 N - - - N - - . N - - - M - - -
()Bg)nho-maria (70 N - - - N - - - N - . . M - - -
0B((:a)nho-maria (80 N - - - N - - - N - - - M - - -

N - Normal, LM — Levemente Modificado, M — Modificado e IM- Intensamente Modificado Fonte: Autoria
propria

Em analise de pH das amostras realizada apds o 14° dia de teste, pode-se verificar
que formulacdo a FPS 15 teve aumento no pH na geladeira a 5°C e na estufa a 45 °C, com
percentual de variagdo, respectivamente, de 8,9% e 3,2% (Tabela 5). O creme base na
geladeira teve um aumento no pH, apresentando um percentual de variacdo de 4,7% e
diminuigéo na estufa com variagéo de 1,2%. A formulacdo comercial de FPS 30 teve aumento
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de pH na geladeira com variacdo de 3,5% e diminui¢do na estufa com variacdo del,5%. O
extrato teve diminuigéo de pH em ambos os testes apresentando um percentual de variagdo de

-2,1% na geladeira e -12,9% na estufa.

Tabela 5: Variacdo pH das formulacgdes durante o teste de estabilidade a baixa e alta temperatura.

- Formulagéo
Formulacao (FPS Creme Base comercial (FPS Extrato
15) 30)
Tratamentos : i i i
Dia 0 Dia Dia o Dia
o veriad oot P% o vara i %
0 14 ¢ 0 14 yariacio 0 1 ¢ 0 1 variacio
0 4 O 4
Geladeira (5 OC) 4’ 4’9 8’9% 5’ 67 4,7% 77 71 3,5% 57 51 '2,1%
5 9 2 0 3 4 3
Estufa(45°C) 4, 46 32% 5 5 -12% 7, 6 -15% 5 4, -12,9%
5 9 9 09 4 8

Fonte: Autoria propria

Na tabela 6, estdo representados os valores da atividade antioxidante. A formulacao
contendo o extrato com FPS 15 apresentou uma atividade com valor de 54,3%. O creme base

e a formulacdo comercial (FPS 30) ndo apresentaram nenhuma atividade antioxidante.

Tabela 6: Atividade antioxidante em soluces da formulagio de FPS 15 contendo o extrato da casca do
pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), do creme e da formulacdo comercial de FPS.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (%)
Formulacgdo FPS 15 Creme Formulacdo comercial (FPS 30)
54,3 0 0
Fonte: Autoria propria

4. DISCUSSAO

Algumas vantagens séo encontradas nos metodos in vitro de avaliagdo da capacidade
fotoprotetora, como a rapidez de execucdo, custo acessivel, reprodutibilidade e a néo
exposicao do operador a riscos, entre outras (VELASCO et al., 2011). Dentre eles, o0 método
adaptado por Mansur et al., (1986), determina o FPS de formulagdes por meio da leitura
espectrofotométrica de 290 a 320 nm das solugdes diluidas e posterior tratamento matematico
através de uma formula. Neste estudo, inicialmente foi avaliado por esta metodologia o fator

de protecdo solar do extrato da casca do fruto do pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.)
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com o intuito de determinar a sua potencialidade como filtro solar e possibilidade de
utilizagdo como ingrediente ativo em formulagdes fotoprotetoras.

De acordo com a legislagao brasileira, RDC N° 30 de 1° de junho de 2012 (BRASIL,
2012), um produto para ser utilizado em cosméticos fotoprotetores, deve apresentar FPS de no
minimo 6. Observou-se que o extrato aqui avaliado apresentou um FPS de 23,06 na maior
concentracéo utilizada e este valor decresceu com a reducdo da concentragéo. Este resultado
indica que existe proporcionalidade entre concentragdo do extrato em solugdo e FPS. Indica
também que a utilizacdo deste extrato em formulacbes atende a legislacdo, cabendo, no
entanto, avaliagdes para esta finalidade. Este mesmo extrato apresentou consideravel
atividade antioxidante, que se mantida em uma formulacdo valoriza o extrato por agregar a
formulagdo mais uma caracteristica desejavel.

Diante do potencial apresentado pelo extrato, baseando no FPS esperado para
diferentes concentracdes do extrato, foram preparadas formulacGes onde o extrato entrou na
composi¢do como unico ingrediente ativo (filtro solar). As formulagfes preparadas tinham
FPS esperado de 15, 30 e 60 (figura 3). Conforme normas da Resolugdo n° 237, de 22 de
agosto de 2002, RIBEIRO et al. (2010), ap6s o desenvolvimento de uma formulagédo contendo
filtro solar, faz-se necessario a determinacéo do seu FPS, uma vez que, este valor deve constar
no rétulo caso a formulagdo seja posta para comercializagdo. Conforme resultados, os valores
de FPS estimados das formulacdes se diferenciaram dos valores esperados (Figura 4-
Apéndices). Para a formulacdo de FPS 15 o valor estimado aproximou-se do esperado, no
entanto, um pouco mais elevado. Ja para as formulacdes com FPS maiores, de 30 e 60, o FPS
estimado foi menor que o esperado. De acordo com Bobin et al., (1994) que estudaram 100
diferentes extratos vegetais, um dos fatores que determinam a eficiéncia de um produto
natural como fotoprotetor é sua composicdo quimica e consequentemente, sua atividade em
absorver as radiagdes UV, além do coeficiente de extin¢gdo molar e a solubilidade. Um fator
relevante que pode interferir no FPS refere-se aos componentes da formulagcdo. Conforme
resultados iniciais do extrato o creme base second skin causou interferéncia nas absorbancias
dos diferentes comprimentos de ondas utilizados na metodologia de Mansur et al., (1986).
Diante destes resultados, novos testes sdo necessarios para avaliar de que modo a interferéncia
ocorre e a possibilidade de sua correcdo. Também, testes com utilizacdo de outras bases
deverdo ser feitos visando a obtencéo de formulagdes cujos valores de FPS correspondam aos

valores esperados e, portanto, com a eficacia desejada.
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O uso de antioxidantes naturais tem sido incentivado recentemente. Varios estudos
destacam a agédo antioxidante de extratos de folhas e frutos do pequizeiro (Roesler et al.,
2007; Roesler et al., 2008; Khouri et al., 2007; Lima, 2008; Porto et al., 2008; Freire, 2008;
Rocha et al., 2015). Nestes estudos destacam-se a presenca de carotenoides, que estdo
presentes em quantidades consideraveis na polpa e de compostos fendlicos, que de forma
semelhante a outras plantas sdo citados como principais substancias responsaveis pela
atividade antioxidante. O extrato aqui utilizado apresentou elevada atividade antioxidante em
solucdo (Tabela 2) e também mostrou ter potencial para acrescentar atividade antioxidante em
formulacGes fotoprotetoras (Tabela 6). Estes resultados valorizam o uso do extrato da casca
do fruto do pequizeiro na composi¢do de formulacdes fotoprotetoras com potencial comercial.
Além disso, por ser um produto natural, seria menos danoso ao organismo, apresentando
reduzidos efeitos colaterais, como reacGes alérgicas e queimaduras e também menos
agressivos ao meio ambiente, apresentando residuos menos toxicos quando comparados a
produtos sintéticos que atualmente sdo utilizados (Ferrari et al., 2007).

Segundo a ANVISA (2004), além da aceitacdo pelo consumidor, protetores
comerciais devem ser testados quanto a estabilidade para avaliar o seu desempenho,
seguranca e eficacia. Estes testes fornecem indicacdes sobre o comportamento do produto, em
determinado intervalo de tempo, frente as condi¢cdes ambientais a que possa ser submetido,
desde a fabricacfo até o término da validade. Ensaios organolépticos fornecem pardmetros
gue permitem avaliar, de imediato, o estado em que se encontra a amostra em estudo por meio
de analises comparativas. Estes testes tém o objetivo de verificar alteragdes como separacao
de fases e precipitacdo permitindo, o reconhecimento primério do produto. Conforme
resultados dos testes de resisténcia a centrifugacéo e estresse térmico, a formulagdo FPS 15
contendo o extrato, o creme base e a formulacdo comercial FPS 30 apresentaram resultados
satisfatorios, ndo sofrendo alteracbes que comprometessem a formulacdo. Conforme as
normas, o produto formulado deve permanecer estavel e qualquer sinal de instabilidade indica
a necessidade de reformulacéo ou a recusa/nao aprovacdo do produto (ANVISA, 2004).

O teste de estabilidade de alta e baixa temperatura se utiliza de condi¢bes extremas
de temperatura com a finalidade de acelerar possiveis reagdes de degradacdo quimica e
modificagOes fisicas de substancias e/ou alteragcdes na forma farmacéutica ou cosmética e o
surgimento de sinais devem ser observados e analisados, conforme as caracteristicas de cada

tipo de produto (ANVISA, 2004). Observou-se que a formulagdo FPS 15 contendo o extrato,
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o creme base e a formulacdo comercial de FPS 30, em sua totalidade, mantiveram estabilidade
satisfatoria nas condicOes de baixa e alta temperatura. Somente a partir do sétimo dia de teste,
a formulagdo FPS 15 contendo o extrato sofreu modificagdo na cor, tornando-se mais clara.
Esta alteracdo nao é considerada de extrema relevancia, porém € importante sua investigacao
em novos testes, como os de estabilidade normal e acelerada.

O pH desejado para produtos cosméticos varia em funcdo da sua aplicabilidade, pois
0 pH cutaneo pode variar de acordo com a regido do corpo. Assim, produtos com uma
permanéncia prolongada sobre a pele devem ter um pH de 4,0 a 7,0, sendo que o pH deve se
aproximar ao maximo do pH cutaneo, que varia de 4,5 a 5,5 (REBELLO; BEZERRA, 2001).
Segundo Braz et al., (2013) é aceitavel a variagdo de pH até 10%, que é correspondente ao pH
fisioldgico da pele. As amostras avaliadas apresentaram resultados satisfatérios, a excecédo do
extrato em solucdo aquosa, que apresentou variacdo de pH acima do limite aceitavel. Esta
solucdo aquosa, no entanto, foi aqui avaliada apenas para comparacdo e também para
obtenc¢édo de maiores informacdes sobre o extrato.

No Brasil, pesquisas com produtos naturais que buscam um fotoprotetor em
potencial, com principios ativos organicos, sdo respaldadas pela Portaria n° 2.960, de 09 de
dezembro de 2008, que aprova o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e
incentiva a sua utilizagdo no Sistema Unico de Satde (SUS). Contudo, todos os produtos,
antes de serem postos para comercializacdo, devem ser avaliados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), segundo a Resolu¢cdo RDC n° 47, de 16 de marco de 2006, que
permite maior seguranca da utilizacdo dessas substancias pela populacdo. O extrato aqui
avaliado demonstrou elevado potencial para ser utilizado como componente ativo em
formulacBes de protetores solares, uma vez que, além da capacidade fotoprotetora ele

apresenta atividade antioxidante, com beneficios para protecao a satde da pele.

5. CONCLUSOES

Conforme resultados, o extrato da casca do fruto do pequizeiro apresenta
caracteristicas de fotoprotecdo e atividade antioxidante. O uso desse extrato como ingrediente
ativo em formulages de protetores solares confere eficacia na fotoprotecéo, no entanto, mais

estudos precisam ser realizados com o extrato visando melhorarias nas caracteristicas
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desejadas para uma formulacdo fotoprotetora que possa se tornar um produto com
confiabilidade para inser¢do no mercado.

Este estudo agrega valor ao pequizeiro, demostrando mais uma de suas
potencialidades para exploracdo, com destaque por ressaltar o uso de uma parte da planta que
até entdo é considerada sem valor e € descartada como lixo. Também reforca a importancia da
manutenc¢do de areas nativas, que podem também ser fonte de exploragdo rentavel.

Os resultados reforcam também a possibilidade de uso de produtos naturais em

contrapartida a produtos sintéticos.
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APENDICE A — Testes de estabilidade preliminar

Figura 4- Formulagbes com FPS 15, FPS 30 e FPS 60 contendo o extrato da casca de pequi (Caryocar
brasiliensi Camb.) como componente ativo principal.

Fonte: Autoria propria

Figura 5- Teste de centrifuga com a formulagdo FPS 15 contendo o extrato da casca de pequi (Caryocar
brasiliensi Camb.) em (A) formulagdo antes da centrifuga e em (B) ap0s a centrifugacéo.

Fonte: Autoria propria
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Figura 6- Teste de estresse térmico com a formulagdo FPS 15 contendo o extrato da casca de pequi (Caryocar
brasiliensi Camb.) representado em (A):

Fonte: Autoria propria
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Figura 7- Teste de estresse térmico com a formulagdo FPS 15 contendo o creme second skin em (B):

Fonte: Autoria propria
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Figura 8- Teste de estresse térmico com a formulagdo FPS 15 contendo a formulagdo comercial FPS 30 em (C):

Fonte: Autoria propria
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Figura 9- Teste de estresse térmico com a formulagdo FPS 15 contendo o extrato em (D):

— —— ————  ——

Fonte: Autoria propria
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Figura 10 - Teste de baixa temperatura (Geladeira 5-8 °C) e alta temperatura (Estufa 45°C) em E1 e G1 esta
representada a formulagdo FPS 15 contendo o extrato da casca de pequi (Caryocar brasiliensi Camb.):

Fonte: Autoria propria
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Figura 11 - Teste de baixa temperatura (Geladeira 5-8 °C) e alta temperatura (Estufa 45°C) em E2 e G2 estd a
amostra de creme second skin:

Fonte: Autoria propria
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Figura 12 - Teste de baixa temperatura (Geladeira 5-8 °C) e alta temperatura (Estufa 45°C) em E3 e G3 a
formulagdo comercial FPS 30:

_—————— —
et o S O

Fonte: Autoria propria
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Figura 13 - Teste de baixa temperatura (Geladeira 5-8 °C) e alta temperatura (Estufa 45°C) em E4 e G4 o
extrato da casca de pequi, durante um periodo de 14 dias:
——

- -
A ) o mm—

Fonte: Autoria propria
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ANEXO I

Quadro 1 — Matérias-primas utilizadas na manipulacéo da base-piloto para incorporacdo do extrato da casca do
fruto do pequizeiro ( Caryocar brasiliense Camb.).

Matéria-prima Funcéo

Esteres cetilicos de manteiga de Karité Emoliente

Estearato de glicerila Agente de consisténcia
Agua Veiculo

Alcool ceto-estearilico

Emulsionante ndo iénico

Acido estedrico

Estabilizante

Cocoil glutamato dissddico Tensoativo

Fenoxietanol Conservante

EDTA dissodico Quelante

Oleo vegetal hidrogenado Agente de consisténcia
Oleo de Camelina sativa Emoliente

Manteiga de karité (Butyrospermum parkii) Emoliente

Alcool de Hidroxietilcellulose Estabilizante

Lecitina esterois de Oleo de glycine (soja) Emulsédo

Insaponificaveis de azeite hidrogenado

Agente de consisténcia

Insaponificaveis de dleo de azeitona

Agente de consisténcia

Olivato de etilhexila hidrogenado

Emoliente

Copolimero de acrilatos de sédio

Agente espessante

Poliisobuteno hidrogenado

Lubrificante

Fosfolipideos Emulsdo
Estearato de poligliceril 10 Emulsio
Oleo de sementes de girassol (Helianthus Annuus) Emoliente

Fonte: Adaptado de Biotec dermocosméticos

Quadro 2 — Escala empregada para avaliacdo das caracteristicas organolépticas.

ESCALA

ASPECTO

N (normal)

Nenhuma alteracdo visivel- sem alteracdo de cor ou aspecto.

LM (levemente modificado)

Leve perda de coloracéo

M (modificado)

Perda total de coloracdo

IM (intensamente modificado)

Evidéncia de falta de homogeneidade e alteracdo no aspecto

Fonte: Adaptado de MARIOTTI
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